難分解性芳香族化合物分解コンソーシアム由来の分解細菌株の生育阻害並びに非分解細菌株の共在による生育阻害緩和 by 小川 なつみ
難分解性芳香族化合物分解コンソーシアム由来の分
解細菌株の生育阻害並びに非分解細菌株の共在によ
る生育阻害緩和
著者 小川 なつみ
号 16
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 生博第384号
URL http://hdl.handle.net/10097/00126129
  
氏名（本籍地） 
学 位 の 種 類 
学 位 記 番 号 
学位授与年月日 
学位授与の要件 
研 究 科 ， 専 攻 
 
論 文 題 目 
 
 
 
博士論文審査委員 
 おがわ なつみ 
小川 なつみ  
博士（生命科学） 
生博第 384号 
平成３１年３月２７日 
学位規則第４条第１項該当 
東北大学大学院生命科学研究科 
（博士課程）生態システム生命科学専攻 
難分解性芳香族化合物分解コンソーシアム由来の分
解細菌株の生育阻害並びに非分解細菌株の共在によ
る生育阻害緩和 
 
（主査）教授 津田 雅孝   
    教授 永田 裕二 
       教授 南澤 究 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
論文内容の要旨 
 
 人類の活動により様々な化学物質が環境に放出され、環境汚染を引き起こしている。その一方
で、環境汚染物質を分解する微生物が存在する。微生物の環境適応・進化機構の解明や環境浄化
を目的として、単独で当該物質を完全分解可能な細菌株の研究が盛んに行われてきた。しかし、
実環境では一般に難培養性微生物を含む複数微生物が協調的な物質代謝を司ることが示唆され
ていることを踏まえると、微生物集団として環境汚染物質分解を捉える必要がある。実際、環境
汚染物質を唯一炭素源として含む最小培地で集積培養を行うと、複数細菌種からなるコンソー
シアムが集積される。本研究では、このような環境汚染物質分解コンソーシアムにおける構成細
菌間の共在機構を解明し、コンソーシアムにおける新規な生物学的原理を見出すことを目的と
して、４種の芳香族化合物(3-クロロ安息香酸、フェナントレン、ビフェニル、カルバゾール)で
人工的に汚染化された土壌から取得したフェナントレン分解コンソーシアムの解析を行った。 
【フェナントレン分解コンソーシアムMixEPa4の特性と構成細菌株の単離】 
 人工的汚染土壌から取得したフェナントレン分解コンソーシアムのひとつである MixEPa4
は、フェナントレンを唯一炭素源として含む最小液体培地での培養で一定の菌叢を維持し、
Alcaligenaceae 科(属レベルでは Bordetella、Achromobacter)、Mycobacterium、Dyella、
Burkholderia、Pseudolabrys 属のそれぞれに分類される細菌で構成されていた。MixEPa4 か
らその主要な構成細菌と同属の細菌株(Bordetella sp. EPa43株、Mycobacterium sp. EPa45株、
Dyella sp. EPa41株、Burkholderia sp. Bcrs1W株、 Pseudolabrys sp. Me6株)を単離・解析
した結果、Mycobacterium sp. EPa45株のみがフェナントレン分解活性を示したため、MixEPa4
でのフェナントレン分解細菌と非分解細菌の共存が判明した。 
【Mycobacterium sp. EPa45株のフェナントレン分解機構の解析と生育に対する当該化合物の
影響の検討】 
 MixEPa4から単離したフェナントレン完全分解細菌Mycobacterium sp. EPa45株は、1-ヒ
ドロキシ-2-ナフトエ酸(1H2NA)、o-フタル酸、プロトカテク酸、β-ケトアジピン酸を経て、フ
ェナントレンを完全分解する経路を担う推定代謝酵素遺伝子群を有していた。また、EPa45株
においてフェナントレン含有最小固体培地でのコロニー形成単位の減少、およびフェナントレ
ン含有栄養液体培地での増殖の停止と死細胞の割合の増加が観察されたことから、本株はフェ
ナントレンで生育阻害を受けることが判明した。本現象を GI (Growth Inhibition)現象と命名
した。 
【Mycobacterium sp. EPa45の GIに対する非分解細菌株の効果】 
 MixEPa4 由来の４種非分解細菌株 (Dyella sp. EPa41 株、Bordetella sp. EPa43 株、
Pseudolabrys sp. Me6株、Burkholderia sp. Bcrs1W株)のいずれかと EPa45株を混合培養す
ることで、EPa45 株の GI 現象緩和を見出した。特に Bcrs1W 株が 105程度の高い緩和効果を
発揮した。EPa45 株に対する本効果を SGI (Suppression of Growth Inhibition)効果と命名し
た。SGI効果は、両株が接触した箇所で発揮され、Bcrs1W株の単独培養上清液や細胞粗抽出液、
オートクレーブ処理またはホルマリン固定で調整した死細胞では発揮されなかったため、本効
果には EPa45株と非分解株生細胞の接触が重要なことが判明した。さらに、Bcrs1W株以外に
も、種や分離源の異なるモデル土壌細菌 B. multivorans ATCC 17616株や Keio collection親株
である大腸菌 BW25113株などが高い SGI効果を示した。 
 Keio collection から SGI 効果が著しく低下した株をスクリーニングし、100の当該株を選抜
した。その多くはアミノ酸合成遺伝子、核酸合成遺伝子、補酵素合成遺伝子を欠損した株(各々
44、17、16%)であった。これら 100株のうち、99株はフェナントレン最小固体培地における生
育能が著しく低下しており、各株の SGI 効果の強度と生育能の強度には正の相関があることが
判明した。同様の傾向は ATCC 17616株のアミノ酸要求性株や、他の種や分離源の異なる多く
の細菌株でも認められたため、SGI 効果発揮には非分解細菌株生細胞の一定以上の存在の重要
性が示唆された。 
 また、フェナントレン含有最小液体培地を用いた検討で、Bcrs1W株共在下で EPa45株の生
育とフェナントレン分解が僅かに促進されることを見出した。 
【GI現象の分子機構解明と GI現象の普遍性の検討】 
 EPa45株は、フェナントレンのみならず、その分解中間産物の 1H2NA、そしてビフェニルや
ナフタレンに対する分解活性を有するとともに、GI を示した。その一方で、ピレンやカルバゾ
ールに対する分解活性は検出されず、GI も示さなかった。従って、分解可能な多環芳香族化合
物が EPa45株の GIに関与することが示唆された。次に 1H2NA分解酵素遺伝子 phdIの破壊株
を構築・解析したところ、本破壊株は 1H2NAに対する分解活性を示さず、さらに、当該化合物
含有最小固体培地で野生株と比較して強い GIを示すことが判明した。また、本破壊株は最小液
体培地でのフェナントレン分解能が著しく低下しており、フェナントレンに対してGIを示した。
以上の結果から、EPa45 株は分解可能な多環芳香族化合物自体により GI を受けていると示唆
された。また、フェナントレンやナフタレン、ビフェニルによる GIは、当該化合物を分解可能
な M. vanbaalenii PYR-1株でも見出すことができ、さらに PYR-1株の示す GIも Bcrs1W株
や ATCC 17616株との共在により緩和された。その一方で、他の多環芳香族化合物分解細菌株
(Rhodococcus sp. RHA1、Burkholderia sp. HB-1株等)では、分解可能な多環芳香族化合物に対
する GI現象が認められなかったため、多環芳香族化合物による GI現象とこれに対応する SGI
効果に関しては、研究対象にした２種Mycobacterium属細菌株で少なくとも該当するという知
見を得た。 
【フェナントレン存在下での EPa45株ゲノム情報発現】 
 フェナントレン含有並びに非含有栄養液体培地で培養した EPa45 株の RNA-seq 解析を実施
し、フェナントレンによるゲノム情報発現を検討した。その結果、フェナントレン添加で 4倍以
上の転写が増大・減少した遺伝子をそれぞれ 139と 74と見出した。増大した遺伝子の約２割は
フェナントレン分解に直接関与する酵素遺伝子群で 4.5-71 倍ほどの増大率であり、このような
増大は qRT-PCRでも確認できた。また、細胞外に放出されて Fe3+イオンを捕捉するシデロフォ
アの合成酵素遺伝子や Fe3+-シデロフォア複合体の細胞内鉄取り込み系、そして鉄硫黄クラスタ
ー合成系等の鉄代謝遺伝子の転写も 14-35 倍ほど増大していた。本株のフェナントレン分解酵
素群には鉄硫黄タンパク質が多く、フェナントレン分解に伴ってこれらタンパク質に遊離鉄が
捕捉される結果、細胞内の遊離鉄濃度が著しく低下したと強く示唆された。このほかに、活性酸
素種(ROS)分解に関与する酵素系の一部遺伝子の転写も増大していた。 
 一方、好気呼吸の酸化的リン酸化に関与する NADHデヒドロゲナーゼ遺伝子群の転写量の顕
著な減少が認められた。 
【固体培地での共培養時におけるゲノム情報発現】 
 EPa45株のフェナントレンによる GI現象に対する ATCC 17616株の SGI効果に関して、両
株のゲノムレベルでの遺伝子転写変動を検討した。このために、フェナントレン添加と非添加の
固体培地で各株単独または両株共存で培養したときの RNA-seq解析を行った。そのデータの解
析で以下の点が判明した。 
(1) EPa45株単独の場合には、上記液体培地で取得した場合とほぼ同様の結果を得た。 
(2) ATCC 17616株単独の場合には、フェナントレン添加により転写が 5倍以上増大した遺伝子
は 20に満たなかったが、この中には複数抗生物質の細胞外排出に関わる薬剤排出トランスポー
ターを支配する遺伝子群が存在した。 
(3) 単独培養時にフェナントレン存在下で認められた各株の転写増大遺伝子の転写は、両株共存
時でフェナントレン存在条件においても増大していた。 
(4) 両株共存でフェナントレン存在時に特異的に転写増大していた遺伝子が見出された。EPa45
株では、ロダニーゼスーパーファミリーに属するタンパク質 RdhA の遺伝子が該当した。本ス
ーパーファミリータンパク質は細胞の酸素ストレスに耐性を付与するとされ、共存していた
ATCC 17616株が何らかの未知機構で EPa45株の ROSによる酸素ストレスを誘導した可能性
が推定された。一方、ATCC 17616株では、フタル酸をプロトカテク酸経由で分解するための遺
伝子群が該当した。EPa45 株のフェナントレン分解過程で中間産物としてのフタル酸の蓄積を
見出しており、本産物が共存している ATCC 17616株のフタル酸分解系遺伝子群の転写誘導に
関与したと推定された。 
 「コンソーシアムの理解に基づく高度利用と制御」は、今後の人類による微生物利用の重要
なキーワードである。例えば、バイオレメディエーションにおいて、純粋培養した分解菌を実
際の汚染環境に接種しても速やかに消滅し、期待された機能を発揮できないことが知られてい
る。本研究により、細菌叢の構成原理を理解できれば、期待された機能を安定して発揮し続け
るコンソーシアムのデザインを可能にする重要な知見となるであろう。 
 
 
 
 
 
 
論文審査結果の要旨 
 
 
 環境浄化を目的として単独で汚染化合物を分解可能な細菌株の研究が行われてきたが、実環
境で異種細菌による物質代謝が主流なことを踏まえると、細菌集団による汚染化合物分解の研
究が必要となる。実際、汚染化合物添加最小培地で集積培養すると複数細菌種からなるコンソー
シアムが得られる。本研究では、汚染物質分解コンソーシアムでの異種細菌種共在機構の解明を
めざし、フェナントレン(Phn)を含む芳香族化合物による人工的汚染土壌に由来した Phn 分解コ
ンソーシアムMixEPa4を解析した。 
 (1) Phn 分解菌と非分解菌が共在した MixEPa4 では Phn 分解過程でも一定の菌叢が維持され
た。(2) MixEPa4由来の Phn完全分解 Mycobacterium sp. EPa45株は Phnで生育阻害を受けた。(3) 
MixEPa4 由来の Phn 非分解細菌株が EPa45 株の生育阻害を緩和する(Suppression of Growth 
Inhibition: SGI)効果を見出した。Burkholderia sp. Bcrs1W株が高い当該効果を示したが、本効果発
揮には両株生細胞の物理的接触が必要だった。また、Phn非分解の B. multivorans ATCC 17616株
や大腸菌株等の分離源や属の異なる細菌株が本効果を示したが、本効果が著しく低下した両株
誘導体の各株では、Phn添加最小固体培地での生育能強度と SGI効果発揮強度の間に正の相関が
あった。このような相関は分類学的に多様な Phn非分解細菌株でも該当した。以上より、非分解
細菌株の SGI効果発揮にはその一定数以上の生細胞の存在が重要なことを示した。(4) EPa45株
は分解能のビフェニルやナフタレンでも生育阻害を受けたが、分解能のないピレン等では生育
阻害を受けず、分解可能な芳香族化合物による EPa45k株の生育阻害が判明した。また、別の分
解菌 Mycobacterium 株でも分解可能な芳香族化合物による生育阻害と被 SGI 効果を見出した。
(5) EPa45株と ATCC 17616株の RNA-seq解析で、EPa45株では Phn分解酵素遺伝子群や鉄の取
り込み系・代謝遺伝子、ATCC 17616株では多剤排出系遺伝子群が Phn添加で転写増大した。一
方、両株共存時で Phn添加により特異的に転写増大した遺伝子として、EPa45株ではロダニーゼ
遺伝子、ATCC 17616株ではフタル酸分解遺伝子群を見出した。 
 本研究の成果は、論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識
を有することを示しており、小川なつみ氏提出の論文は，博士（生命科学）の博士論文とし
て合格と認める。 
 
